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PATENTANSPRUCHE 



(T) Verfahren zur Abtrennung von Urokinase mit einem Mole- 
kulargewicht von etwa 54.000 (Urokinase II) von einer Frak- 
tion, die Urokinase mit einem Molekulargewicht von etwa 
33.00O enthalt (Urokinase I) , dadurch gekennzeich 
net, 

das man die zu trennende Urokinasemischung mit einem Ionen- 
austauscherharz, das die Urokinasen zu binden vermag, in Kon- 
takt bringt, wobei man die Urokinasemischung in einer Puff er- 
losung auf der Grundlage eines Mineralsalzes einsetzt, das 
bei einer gegebenen Konzentration die Riickhaltung oder die 
Bindung. der beiden Urokinasearten durch das bzw. an das Harz 
ermoglicht, wenn dieses mit einer solchen gepufferten Losung 
aquilibriert wird; 

da/5 man anschliefiend das Harz wascht, insbesondere mit der 
gleichen Puf f erlosung, bis der Abstrom keine Proteine mehr 
enthalt ; und 

daJ5 man uber das Harz, an das die Urokinasen gebunden sind, 
eine ahnliche Puff erlosung fuhrt, mit dem Unterschied, daS 
man ihre Konzentration an dem Mineralsalz beginnend mit einem 
Anfangswert, wie dem oben definierten, bis zu einem Wert, bei 
dem keine Urokinaseart mehr von dem Harz zuriickgehalten wird, 
unter geeigneten Entwicklungsbedingungen variiert, dafc eine 
aufeinanderfolgende aber getrennte Elution der beiden Uroki- 
nasearten erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 

z e i c h n e t , daB man die Urokinase II enthaltende Frak- 
tion gewinnt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch g e k e n n 
zeichnet , dafi man ein Harz auf der Grundlage einer 
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Agarose, deren Ketten miteinander vernetzt sind, vorzugswei- 
se ein Carboxymethylgruppen aufweisendes Harz, wie das unter 
der Bezeichnung "Carboxymethyl-Sepharose®- bekannte verwendet 

4- Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daft die eingesetzte Urokinase- 
mischung eine spezifische Urokinaseaktivitat von mindestens 
5.ooo CTA-Einheiten/mg Proteine, vorzugsweise von 8.O0O oder 
mehr CTA-Einheiten/mg Proteine aufweist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, da/5 die gepufferte Losung einen 



pH-Wert zwischen etwa 4 und etwa 7, vorzugsweise einen pH- 
Wert von etwa 6, aufweist und man als Mineralsalz, dessen 
Konzentration variiert wird, Ammoniumsulf at verwendet, des- 
sen Anfangskonzentration, die die Bindung der Urokinasen an 
dem Harz ermoglicht, zwischen etwa 0,01 Mol/1 und 0,06 Mol/1 
und insbesondere im Bereich von 0,04 Mol/1 bis 0,06 Mol/1, 
noch bevorzugter bei etwa 0,04 Mol/1, und dessen Endkonzentra- 
tion, bei dem die an das Harz gebundenen Urokinasen eluiert 
werden, zwischen etwa O, 1 und O, 5 Mol/1 und vorzugsweise bei 
20 etwa 0,25 Mol/1 liegen. 

■ 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch g e k e n n 
z.eichnet,daB man pro 0,1 bis l.OOO.OOO CTA-Einhei- 
ten Urokinase 1 ml des lonenaustauscherharzes oder lonenaus- 
tauschergels verwendet. 



7- Pharmazeutische Zubereitung auf der Grundlage von Uro- 
kinase, die insbesondere durch Injektion, Perfusion oder in 
analoger Weise verabreicht werden kann, dadurch g e k e n n 
z e i c h n e t , dafi sie als Urokinase Urokinase II enthalt 
die weniger als 1 Gewichtsprozent Urokinase . I enthalt. 
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8. Zubereitung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet , daft sie von Urokinase I freie Urokinase II 
enthalt . 

9. Zubereitung nach Anspruch 7 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daft die Reinheit der in der Zubereitung 
enthaltenen Urokinase II so groft ist, daft man nur eine Bande 
mit Urokinaseaktivitat feststellt, wenn man sie in einer 0,04m 
Ammoniumsulfatlosung mit einem pH-Wert von 6 lost, diese Ld- 
sung in einer Chromatography esaule mit einer ausreichenden 
Menge eines Harzes des Typs einer Carboxymethyl-Sepharose in 
Kontakt bringt und die Saule unter Anwendung eines linearen 
Graduenten eluiert, bis man ein Eluat mit einem pH-Wert von 

6 und einem Ammoniumsulf atgehalt von 0,25 Mol/1 erhalt. 

10. Zubereitung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch g e - 
kennzeichnet , daft die enthaltene Urokinase II 
eine spezifische Aktivitat von mindestens 100.000 CTA-Ein- 
heiten/mg Proteine sowohl in bezug auf Fibrinplattchen als 
auf Fibringerinnsel als auch auf das synthetische Substrat 
AGLME ausiibt. 

11. Zubereitung nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet , daft sie die Glutamyl-plasmino- 
gen-spaltung nur an einer" Stelle bewirkt. 

12. Zubereitung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet , daft sie eine aquivalente Akti- 
vitat in bezug auf Glutamyl-plasminogen und auf modifizierte 
Plasminogene ausubt. 
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Die Erfindung betrifft pharmazeutische Zubereitungen auf der 
Grundlage von Urokinase, die aufgrund der Art der in diesen 
Zubereitungen enthaltenen Urokinase unter gxinstigeren Bedin- 
gungen eingesetzt werden konnen als die bislang zur Verfiigung 
stehenden Praparate, sowie ein Verfahren zur Herstellung einer 
solchen Urokinase , 

Es ist bereits bekannt, daft die handelsiiblichen Urokinasen 
haufig aus Mischungen aus insbesondere zwei Urokinasearten 
bestehen, die sich im wesentlichen durch ihr Molekulargewicht 
unterscheiden, das im einen Fall etwa 33.000 und im anderen 
Fall etwa 54.000 betragt. Diese beiden Urokinasearten, die 
im folgenden als "Urokinase I" bzw. "Urokinase II" bezeichnet 
werden, wurden bislang kaum Untersuchungen unterworfen, die 
zu der Feststellung gefuhrt batten, daft sie verschiedene Ei- 
genschaften aufweisen konnten, Bislang stand auch kein Ver- 
fahren zur Verfiigung, das ihre Trennung in groftem Maftstab 
ermoglicht hatte und das gleichzeitig ausreichend einfach 
und ausreichend selektiv ware. In der Tat erfiillt ein Ver- 
fahren, das lediglich auf dem Unterschied ihrer Molekularge- 
wichte beruht, der im iibrigen zu gering ist, diese Anforderun- 
gen nicht. 

Die vorliegende Erfindung basiert nun auf der Feststellung, 
daft diese Trennung unter einfachen Bedingungen und* mit zufrie- 
denstellenderi Ausbeuten mit Hilfe einer Technik erreicht wer- 
den kann, bei der .ein Gel verwendet wird, das die Eigenschaf- 
ten eines Ionenaustauschers besitzt. 

Die Erfindung geht von der Erkenntnis aus, daft die enzymati- 
sche Aktivitat der Urokinase II gegenuber nativem Plasminogen, 
wie es im menschlichen Blut vorkommt, wesentlich grofter ist 
als die der Urokinase I. Dies trifft in noch starkerem Aus- 
maft auf die Kinetik der Wirkung der Urokinase II zu, die be- 
zuglich der Lyse von in verschiedenen Humanblutsubstraten 
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(Gesamtblut, blutplattchenreiches Plasma und an Blutplattchen 
verarmtes Plasma) gebildeten Gerinnseln wesentlich aktiver 
ist als die Urokinase I. 

Die im wesentlichen von Urokinase I freie Urokinase II kann 
5 daher fiir neue therapeutische Behandlungen eingesetzt wer- 

den, bei denen die Urokinase in geringeren Dosierungen ver- 
abreicht werden kann als es mit Hilfe klassischer therapeuti- 
scher Methoden moglich ist. Diese neuen therapeutischen Be- 
handlungsmoglichkeiten, die ebenso wirksam sind wie die her- 
lO kommlichen, konnen weiterhin eine bessere Vertraglichkeit der 

Patienten gegeniiber therapeutischen Mitteln ermoglichen, deren 
Wirkung zwar bewiesen ist, deren Anwendung im klinischen Be- 
reich jedoch Vorsicht voraussetzt. 

Insbesondere ermoglicht die Erfindung die Verbreiterung des 
15 Sicherheitsbereiches zwischen den Urokinasedosierungen, bei 

denen sie voll wirksam sind und bei denen sie aufgrund ihrer 
Wirkung verursachten Blutungsrisiken an Bedeutung zunehmen. 
Dadurch ergibt sich auch eine Verminderung des Risikos der 
Einwirkung der Urokinase auf andere Blutgerinnungsf aktoren. 

20 Gegenstand der Erfindung sind somit Zubereitungen oder Arz- 

neimittel, die fiir therapeutische Zwecke verwendet werden 
konnen und die insbesondere durch Injektion, Perfusion oder 
in analoger Weise verabreicht werden konnen, die Urokinase II 
enthalten, die weniger als 1 Gew.-% des anderen Urokinasetyps 

25 enthalten und von diesem somit im wesentlichen frei sind. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Trennung 
dieser beiden Urokinasen , das dadurch gekennzeichnet ist, da/2, 
man die zu trennende Urokinasemischung mit einem Gel, das die 
Eigenschaften eines Ionenaustauscherharzes aufweist und die 
30 Urokinasen zu binden vermag, in Kontakt bringt, wobei man die 

Urokinasemischung in einer Pufferlosung auf der Grundlage 
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eines Mineralsalzes einsetzt, das bei einer gegebenen Konzen- 
tration die Riickhaltung oder die Bindung der beiden Urokina- 
sen durch das bzw. an das Gel ermoglicht, wenn dieses mit 
einer solchen gepufferten Losung aquilibriert oder ins Gleich- 
5 gewicht gebracht wird; daft man anschlieftend das Gel wascht, 

insbesondere mit der gleichen Puf f erlosung, bis der Abstrom 
keine Proteine mehr enthalt; und daft man tiber das Gel, an das 
die Urokinasen gebunden sind, eine ahnliche Puffer losung fiihrt, 
mit dem Unterschied, daft man deren Konzentration an dem Mine- 
lO ralsalz beginnend mit einem Anfangswert, wie dem oben definier- 

ten, bis zu einem Wert, bei dem keine Urokinaseart mehr von 
dem Gel zuriickgehalten wird, unter geeigneten Entwicklungs- 
bedingungen variiert, daft eine auf einanderf olgende aber ge- 
trennte Elution der beiden Urokinasearten erfolgt. 



Mit Vorteil verwendet man als Gel ein Gel auf der Grundlage 
einer Agarose, deren Ketten miteinander vernetzt sind und 
setzt vorzugsweise ein Gel dieser Art ein, das Carboxymethyl- 
gruppen aufweist. Man erhalt besonders vorteilhafte Ergebnis- 
se dann, wenn man ein perlf ormiges Gel auf der Grundlage von 
- vernetzter Carboxymethyl -agarose einsetzt, das im Handel un- 
ter der Bezeichnung "Carboxymethyl-Sepharose ®" erhaltlich 
ist. Samtliche BehandlungsmalSnahmen werden vorzugsweise bei 
niedriger Temperatur und insbesondere bei einer Temperatur 
von etwa 4°C durchgef uhrt'. 

25 GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm des erf indungsgema&en 

Verfahrens halt man die gepufferte Losung bei einem pH-Wert 
zwischen etwa 4 und etwa 7 und vorzugsweise bei einem pH-Wert 
von etwa 6 und setzt als Mineralsalz, dessen Konzentration 
variiert wird, Ammoniumsulf at ein. Die Anf angskonzentration 
des Ammoniumsulfats in der gepufferten Losung liegt vorzugs- 
weise zwischen 0,01 und 0,06 Mol/1 und insbesondere im Be- 
reich von etwa O, 04 Mol/1. Das Auflosen einer Mischung von 
Urokinase I und Urokinase II in einer solchen gepufferten 
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Losung und das Inkontaktbringen dieseir Losung mit einem Ionen- 
austauschergel, insbesondere des Typs "Carboxymethyl-Sepharo- 
se" , das man zuvor mit einer ahnlichen gepufferten Losung 
aquilibriert hat, ermoglicht die Bindung der Gesamtheit der 

5 anfanglich in der Mischung vorhandenen Urokinase, wenn man 

eine ausreichend groBe Gelmenge verwendet . Mit Vorteil be- 
wirkt man die Bindung mit Kilfe einer Chromatographietechnik, 
bei der man das Gel in das Innere einer Chromatographiesaule 
einbringt. Die beiden Urokinasearten der als Ausgangsmaterial 

lO eingesetzten Mischung konnen dann durch eine entsprechende 

Entwicklung der Chromatographiesaule getrennt werden, insbe- 
sondere unter Anwendung eines linearen Gradienten, indem man 
eine Puffer losung mit ahnlichem pK— Wert, deren Ammoniumsulf at— 
konzentration man progressiv bis zu einem Wert, der insbeson- 

15 dere zwischen O, 1 bis 0,5 Mol/1 und vorzugsweise bei etwa 

0,25 Mol/1 liegt, erhoht, durch die Saule f iihrt . Die erhalte- 
nen Eluate konnen in klassischer Weise in Fraktionen aufge- 
teilt und Analysen beziiglich ihres Gehalts an Proteinen und 
beziiglich ihrer Urokinaseaktivitat unterworfen werden, bevor 

20 nian sie in Abhangigkeit von der Art ihres Inhalts vereinigt. 

Insbesondere kann man jene Gruppen vereinigen/ die jeweils 
den beiden getrennten Banden mit Urokinaseaktivitat entspre- 
chen, die man erreicht, wenn man die verschiedenen Elutions— 
parameter in an sich bekannter Weise steuert. 

25 Eas erfindungsgemafte Verfahren wird mit Vorteil auf eine Uro- 

kinase angewandt, die eine spezifische Aktivitat von minde- 
stens S.OOO CTA-Einheiten/mg Protein und vorzugsweise von 
8.000 CTA-Einheiten/mg Protein oder mehr aufweist. 

Im folgenden seien, ohne dafc hierdurch eine Einschrankung 
30 der Erfindung erfolgen soli, die besonders geeigneten Bedin- 

gungen zur Trennung der genannten beiden getrennten Fraktio- 
nen angegeben, die ihrer seits den beiden gewunschten Urokinase- 
arten entsprechen. 
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Man bereitet eine mit dem Ionenaustauschergel (Carboxymethyl- 
Sepharose ^ gef iillte Saule in der Weise, da£ man pro O, 1 
bis 1 Million CTA-Einheiten Urokinase und vorzugsweise pro 
0,4 Millionen CTA-Einheiten Urokinase 1 ml des Gels'" zur Ver- 
fiigung hat. 

Dann aquilibriert man diese Saule mit einem 0,01 bis 0,06m 
und vorzugsweise mit einem 0,04m Ammoniumsulf atpuf fer mit 
einem pH-Wert zwischen 4,0 und 7,0 und vorzugsweise mit einem 
pH-Wert von 6 , 0 . 

Man lost dann die zu trennende Urokinasemischung in einer Men- 
ge von 200.000 CTA-Einheiten pro ml in diesem Puffer und dia- 
lysiert das Material wahren* 8 Stunden gegen 100 bis 200 Vo- 
lumen des gleichen Puffers. Nach einer eventuell durchgefuhr- 
ten. Zentrifugation zur Entfernung unloslicher Anteile, die 
im Verlaufe dieser Dialyse aufgetreten sein konnen, tragt man 
die erhaltene Losung in einem Durchsatz von O, 1 bis 1 Saulen- 
volumen/Stunde und vorzugsweise mit einem Durchsatz von 0,5 
Saulenvolumen/Stunde auf die Saule auf . Die Saule wird dann 
mit dem zum Aquilibrieren verwendeten Puffer gespiilt, bis 
der Abstrom der Saule keine Proteine mehr enthalt. 

Die Saule wird anschliefcend unter Anwendung eines linearen 
Gradientenentwickelt, den man beispielsweise in klassischer 
Weise mit Hilfe von zwei Behaltern bildet, die ein identi- 
sches Volumen der nachstehenden Puffer enthalten: - 

Behalter 1: lO bis 30 Saul envoi umen , vorzugsweise 20 Saulen- 

volumen des fur das Aquilibrieren verwendeten 
Puffers; 

Behalter 2: 1Q bis 30 Saulenvoiumen eines 0,1 bis 0,5m und 

vorzugsweise eines 0,25m Ammoniumsulf atpuf fers 
mit einem pH- Wert von 4,0 bis 7,0 und vorzugsweise 
von 6 , O . 

. 80 9 8 42/ 1 0 06 
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Diese Behandlung erfolgt vorzugsweise mit einem Durchsatz, der 
identisch ist mit dem bei der Beschickung und dem Waschen der 
Saule angewandten Durchsatz. 

Der Saulenabstrom wird in einer Fraktionssammeleinrichtung 
aufgefangen, wobei der Proteingehalt dieses Abstroms konti- 
nuierlich mit Hilfe eines auf zeichnenden Spektrophotometers 
analysiert wird. 

Typische Kurven, die man durch das Auftragen des Proteingehalts 
bzw. der Urokinaseaktivitat des Abstroms gegen das Eluti, 
volumen erhalt, sind in der Fig. 1 dargestellt. 



ons- 



Die Kurven bezuglich des Proteingehalts und der Urokinaseakti- 
vitat zeigen zwei deutliche Maxima. Die Bestimmung des Mole- 
kulargewichts der dem ersten Maximum entsprechenden Urokinase 
zeigt, dais dieses Material als Kauptbestandteil . die Urokinase 
15 I mit einem Molekulargewicht von 33.000 + 3.300 enthalt. Die 

dem zweiten Maximum ent sprechende Urokinase besitzt ein Mole- 
kulargewicht von 54.000 + 5.400. So ist es also moglich, die- 
se beiden Urokinasearten vollstandig zu trennen, so dafi man 
Zubereitungen erhalten kann, die insbesondere die Urokinase II 
mit einer Reinheit enthalten, die sich darin wider spiegelt, 
daft man dann, wenn man diese Zubereitung auf der Grundlage 
von Urokinase einem Verfahren unterwirft, das darin besteht, 
daft man sie in einer 0,04m Ammoniumsulf atlosung mit einem 
pH-Wert von 6 16 st/ diese Losung in einer Chromatographie- • 
saule mit einem in ausreichender Menge verwendeten Gel des 
Typs der Carboxymethyl-Sepharose in Kontakt bringt und die 
Kolonne unter Anwendung eines linearen Gradienten eluiert, 
bis man ein Eluat mit einem pH-Wert von 6 erhalt, das einen 
Ammoniumsulfatgehlat von. o, 25 Mol/1 aufweist, lediglich eine 
30 einzige Bande mit Urokinaseaktivitat erhalt. 

Es versteht sich jedoch, daft die Zubereitung auf der Grundlage 
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lediglich der Urokinase II, die praktisch nicht mit Urokinase 
I "verunreinigt" ist, gegebenenf alls einer erganzenden Reini- 
gung unterworfen verden kann, urn die Fremdproteine moglichst 
weitgehend zu entfernen und ihre spezifische Urokinaseaktivi- 
tat zu erhohen, insbesondere mit dem Ziel, eine Zubereitung 
auf der Grundlage von Urokinase II zu erhalten, die fur eine 
therapeutische Anwendung ausreichend rein ist. Beispiele fur 
solche Reinigungsmethoden finden sich in den nachstehenden 
Beispielen . 

Wie bereits angegeben wurde, zeigen die beiden nach dem er- 
findungsgemafien Verfahren getrennten Urokinasef raktionen 
Unterschiede hirisichtlich ihrer enzymatischen Wirkung gegen- 
iiber verschiedenen Substraten, ob es sich nun urn syntheti- 
sche oder natiirliche Substrate oder verschiedene Formen von 
Plasminogen, insbesondere Methionyl- oder Lysyl-plasminogene 
einerseits und Glutamyl-plasminogen andererseits handelt. 
Diese Unterschiede wurden mit Hilf e der nachstehenden drei 
Bestimmungsmethoden f estgestellt : 

Die Fibrinplattchentechnik nach Ploug und Kjeldjaard (J, 
Ploug, N.O. Kjeldjaard, Biochim. Biophys . Acta 24 (1957) 
278 bis 282) ; 

* 

die Fibringerinnseltechnik der gleichen Autoren (J. Ploug, 
N.O. Kjeldjaard, Biochim. Biophys. Acta 24 (1957) 278 bis 282) 
und 

die Technik des synthetischen Substrats AGLME nach Walton 
(P.L. Walton, Biochim. Biophys. Acta 132 (1967) 104 bis 114. 

Diese Bestimmungsmethoden wurden unter Anwendung des offi- 
ziellen CTA-Bewertungssystems des Commitee on Thrombolytic 
Agents, National Heart Institute, USA, durchgef iihrt . 
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Es wurden zwei Arten von Plasminogen verwendet. Bei dem ersten 
Plasminogen handelt es sich vim einen Typ der Plasminogene. die 
normalerweise in dem menschlichen Plasma enthalten sind. Die- 
ses Plasminogen besteht im wesentlichen aus Glutamyl -plasmino- 
5 gen, d. h. einem durch Urokinase zu Plasmin aktivierbaren 

Plasminogenderivat, dessen endstandige Aminosaure mit freier 
Aminogruppe die Glutaminsaure ist. 

Das zweite Plasminogen kann als das Deri vat eines Glutamyl- 
plasminogens angesehen werden, von dem ein Peptid abgespal- 

lO ten worden ist, das den ends tandi gen Glutaminsaurerest auf- 

weist. Die Plasminogene dieses zweiten Typs. die im folgen- 
den der Einfachheit halber als "modif izierte Plasminogene" 
bezeichnet werden, besitzen ebenso wie Glutamyl -plasminogen 
die Fahigkeit, unter der Einwirkung eines Aktivators , wie 

15 Urokinase, durch Spaltung einer Arginyl-Valin-bindung ihres 

Molekiils zu Plasmin aktiviert zu werden. 

Es ist bekannt, dafc man ausgehend von Humanplazenta mit Kilfe 
des Verfahrens, das insbesondere in dem Artikel von Jean- 
Claude Lormeau et al "Purification et proprietes des plasmi- 

20 nogenes extraits du placenta humain" (Annales Pharmaceuti- 

ques Francaises, 34, Nr. 7-8 (1976), 287 bis 296) beschrieben 
ist, erhebliche Mengen modif izierter Plasminogene gewiHnen 
kann, die insbesondere Methionyl- und Lysyl-plasminogene , 
d. h. Plasminogene, die als endstandige Aminosauren mit freier 

25 Aminogruppe Methionin und Lysin enthalten. 

Wie ebenfalls von den genannten Autoren festgestellt werden 
konnte, bindet sich Glutamyl-plasminogen kaum an Fibrinogen- 
gerinnsel. Im Gegensatz dazu konnen die modif izierten Plasmi- 
nogens an Fibringerinnseln gebunden werden. 

30 Beziiglich des Verhaltens der erf indungsgemafc gereinigten Uro- 

kinasen gegenuber diesen verschiedenen Plasminogentypen wurde 
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insbesondere die Fibringerinnselbestinunungsmethode nach 
Ploug (J. Ploug, N.O. Kjeldjaard, Biochim. Biophys. Acta 
24 (1957) 278 bis 282) angewandt, welche Methode jedoch in 
der Weise modifiziert wurde, daft man das zu untersuchende 
Plasminogen (Lysyl- oder Glutamyl-plasminogen) in einer Men- 
ge von 4 mg zu lOO mg Fibrinogen zugibt und die Anderung 
der Lysezeit eines durch Zugabe von Thrombin zu 1 ml dieses 
Fibrinogens gebildeten Ger inns els in Gegenwart von wachsen- 
den Mengen der untersuchten Urokinasen bestimmt. 

Die verschiedenen angewandten Bestimmungsmethoden lassen er- 
kennen, daft die Urokinase II eine Aktivitat gleicher Grbften- 
ordnung auf Fibringerinnsel, Fibrinplattchen und das AGLME— 
Substrat ausiibt, wahrend die Urokinase I enthaltende Frak- 
tion eine Wirkung gegen Fibringerinnsel zeigt, die etwa urn 
den Faktor 3 geringer ist als ihre Aktivitat gegen Fibrin- 
plattchen und das AGLME-Gerinnsel . 

Beziiglich der Verbindungen des Plasminogentyps hat es sich 
gezeigt, daft die Urokinase I und die Urokinase II die glei- 
che Wirkung gegenuber Lysyl-plasminogen ausiiben, wahrend 
die Urokinase II gegenuber Glutamyl-plasminogen wesentlich 
wirksamer ist. In der Tat ist die Urokinase II gegenuber 
Glutamyl-plasminogen urn den Faktor 2,5 wirksamer als die 
Urokinase I, wobei die Urokinase II gegenuber Glutamyl-plas- 
minogen ebenso wirksam ist wie gegenuber Lysyl-plasminogen. 

Es hat -sich weiterhin gezeigt, daft die Urokinase II die Plas- 
minogenketten in spezifischer Weise im Bereich der erwahnten 
Arginyl-Valin-bindung spaltet. Die nach dem erf indungsgemaften 
Verfahren erhaltene, Urokinase I enthaltende Fraktion ist 
weniger spezifisch und verursacht Spaltungen an anderen Stel- 
len des.Molekiils. Diese Feststellungen wurden insbesondere 
dadurch gewonnen, daft man die Urokinasen wahrend variabler 
Zeitdauern (15 Kinuten bie 24 Stunden) mit Plasminogen in 
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Kontakt bringt und die erhaltenen Produkte einer Elektrophore- 
se auf Polyacrylamidgel unterwirft. 

SchlieBlich konnte festgestellt werden, das 60.000 CTA— Ein— 
hexten Urokinase II eine AktivitSt besitzen, die der von 
100.000 CTA-Einheiten Urokinase I entsprechend, und zwar beziiglich der 
Lyse von Gerinnseln^die man zuvor ausgehend von verschiedenen Human- 
substraten gebildet hat (Gesamtblut, an Blutplattchen reiches 
Oder an Blutplattchen verarmtes Plasma). Diese Ergebnisse 
warden anhand von Versuchen gevonnen. die darauf abzielten 
durch Thrombo-elastographie die Dosis der beiden Urokinasen 
zu bestimmen, die dazu geniigt, eine vollstandige Lyse solcher 
unter xdentischen experimentellen Bedingungen vorgebildeter 
Gerxnnsel in einer Zeit zwischen IO und 15 Hiauten zu bewir- 



Aus dxesen Feststellungen ergeben sich wichtige Konsequenzen 
bezuglich der therapeutischen Anwendung der Urokinase II und 
msbesondere bei thrombolytischen Behandlungen. 

in der Tat ist die Anwendung der Urokinase II bei thromboly- 
tischen Behandlungen besonders indiziert aufgrund ihres gleich 
guten Aktivierungsvermogens gegeniiber Glutamyl-plasminogen, 
d- h. dem natiirlich zirkulierenden Plasminogen, und modifi- 
Z1Srten Plasr ninogenen. Hieraus ergibt sich eine bemerkens- 
W6rte Stei9erun « der thrombolytischen Wxrkung, die eine Ver- 
mxnderung der Dosierung ermoglicht gegeniiber derzeitigen Be- 
handlungen mit Mischungen aus Urokinase I und Urokinase II 
und xnsbesondere mit Mischungen, die als iiberwiegenden Be-' 
standteil Urokinase I enthalten. 

Die Verminderung der notwendigen Urokinasedosis fiihrt nicht 
nur 2U wirtschaftlichen Einsparungen, sondern und insbeson- 

TZ ZT r-T" VerminderUn * d - *>* bekannten Nebenwirkun- 
gen, dxe hex der Behandlung mit Urokinase auftreten konnen 
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Aufgrund des breiteren Wirkungsspektrums und der grofteren 
Selektivitat der Wirkung der Urokinase II gegeniiber Plasmi- 
nogenen und der daraus verursachten wahrscheinlich geringe- 
ren Wirkung auf andere Getinnungsfaktoren stellt die Uroki- 
nase II ein perfektes Arzneimittel mit besonders hohem Wert 
dar, so daft es selbst fur die Behandlung von chirurgischen 
Operationen unterzogenen Patienten verwendet werden kann, 
ohne daft das Risiko von Blutungen erboht wird. 

Es ist festzuhalten, daft es bei bestimmten Behandlungen mit 
Urokinase II von Vorteil sein kann, vor der Verabreichung 
von Urokinase II ein modif iziertes Plasminogen zu geben. Na- 
turlich rechtfertigt sich diese vorausgehenden Verabreichung 
von modif iziertem Plasminogen in diesen Fallen nicht nur 
durch eine schnellere Wirkung der Urokinase, sondern auch 
durch die Anwesenheit grofterer Mengen in situ in den Throm- 
ben - aktivierbaren Plasminogens . 

Schlieftlich ist f estzuhalten , daft das erf indungsgemafce Ver- 
fahren die Gewinnung von gereinigten Urokinasen mit sehr 
hoher spezifischer Aktivitat ermoglicht, insbesondere Zube- 
reitungen auf der Grundlage von Urokinase II, die mindestens 
lOO.OOO CTA-Sinheiten pro mg Protein enthalten, unabhangig 
davon, welches Substrat fiir die Bestimmung verwendet wurde . 

Gegenstand der Erfindung sind ferner pharmazeutische Zube- 
reitungen oder Arzneimittel , die die in dieser Weise gewonne- 
nen Urokinasef raktionen enthalten. 

Die Erfindung sei im folgenden unter Bezugnahme auf die nach- 
stehenden Beispiele naher erlautert. 

Die als Ausgangsmaterial verwendete Mischung aus Urokinase I 
und Urokinase II erhalt man ausgehend von Humanurin nach der 
in der FR-PS 71 34435 beschriebenen Verf ahrensweise . Die Mi- 
schung enthalt 20 Millionen CTA-Einheiten Urokinase und be- 
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sitzt eine spezifische Aktivitat von 40.000 CTA Fmw- 

mg Protein. ^TA-Exnheiten pro 

in den folgenden Beispielen erfolgt die Bestimmung der Pro 
te lne nac h der Me thode von Lo „ry (J . Biol . ch _ ^3 (l^ 
265, Anwendung einer Mischung Aibumin ( 51) . 

Globulinen als Vergleichstiter. 

Die Molekulargewichte wurden durch Geltitration unter Verwen 
-«n« d.. vernetsten De Xtrangels . das im Handel ^ J~ 

nxumsulfatpuffer mit eine, P H-Wert von 5 bestir. Die Be 
stxnunungen der Molekulargewichte der verschiedenen UrokL a _ 
searten wurden unter Anwendung von Albu m in (mg = 67 000) 
Ova lbumin (MG = 45.000), Chy.otrypsinogen (MG - 25 000) und 
Myoglobin (MG = 17 snnl =i „ , . ^-OOO) und 

17 ' 8oo > als Vergleichssubstanzen ermittelt. 

Die B t iramung der Urokinaseaktivit , t er e 
dung der wexter oben beschriebenen Methoden. 

i^e c f h : h ::: chriebenen ~—~ ~ ^ ^ 

der Erfmdung. m den Zeichnungen zeigen die Fig. ! und 2 * 
representative PCurven, die ,, ch Aurtragen der P rotei e al 
e <-gedruckt bei 28Q ^ besfcinmte optische Dich J -- 

Plittch H Ur ° ki — ^^vitat ( die an Fibrin- 

Plattchen bes timmt und als Ly8eoberf lj|che iQ ^2 

der verschiedenen Fraktionen auf der Ordinate. „ 

die an 7a M . ordmatenachse gegen 

der Abszisse) erhalten wuraan. 
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Beispiel 1 

xMan aquilibriert eine Saule mit einem Durchmesser von 2,6 cm 
und einer Kobe von 10 cm, die 50 ml Carboxymethyl-Sepharose 
enthalt, mit einem 0,04m Ammoniumsulf atpuf f er mit einem pH- 
VTert von 6,0 (verwendetes Puffervoluraen: 400 ml). 

Man lost dann die genannte Urokinasemischung in 100 ml des 
fur das Aquilibrieren verwendeten Puffers und dialysiert 
die erhaltene Losung wahrend 8 Stunden gegen 15 1 des glei- 
chen Puffers . 



Die 180 ml des erhaltenen Dialysats zentrif ugiert man wahrend 
10 Minuten bei 10.000 g,um das wahrend der Dialyse in geringer 
Menge aufgetretene unlosliche Material zu entfernen. 

Die erhaltene klare Losung wird dann mit einem Durchsatz von 
25 ml/Stunde durch die Saule gefuhrt. Die Saule wird anschlie- 
ftend mit dem fur das Aquilibrieren verwendeten Puffer ge- 
waschen, bis in dem Abstrom keine Proteine mehr auftreten 
(verwendetes Puf f ervolumen : 320 ml). Anschlieftend entwickelt 
man die Saule mit Hilfe eines linearen Gradienten, den man 
unter Anwendung von 2 Behaltern bildet, von denen der erste 
1 1 0,04m Ammoniumsulf atpuf fer mit einem pK-Wert von 6,0 
und der zweite 1 1 0,25m Ammoniumsulf atpuf fer mit einem pH- 
Wert von 6,0 enthalten. Der Saulenabstrom wird in 20 ml- 
Rohrchen einer Fraktionssammeleinrichtung aufgefangen, wobei 
der Proteingehalt der auf gef angenen Fraktionen kontinuier- 
lich analysiert wird. 

Die in der Fig. 1 dargestellten Kurven A bzw. B reprasentie- 
ren die Anderungen des Proteingehalts bzw. der Urokinaseakti- 
vitat der nacheinander eluierten 40 Fraktionen. Die Zahl der 
aufeinanderfolgend eluierte- Fraktionen sind auf der Abszis- 
se der graphischen Darstellung der Fig. 1 aufgetragen. 
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Die Rohrchen Nr. 8 bis 18 der Fraktionssammeleinrichtung wer- 
den vereinigt und bilden die Fraktion UK I. Die Rohrchen der 
Nummern 24 bis 37 bilden die Fraktion UK II, wahrend die Rohr- 
chen der Nummern 19 bis 23 die Fraktion UK in bilden. 

Die Fraktion UK III, die eine Mischung aus den Praktionen UK I 
und UK n darstellt, wird verworfen. Die Analysenwerte der 
Fraktionen UK I und UK II sind in der nachstehenden Tabelle I 
zusammengestellt . 



TABELLE I 



Vo lumen 

Proteingehalt 

Aktivitat gegeniiber dem 
AGLME-Substrat 

Aktivitat gegen Fibrin- 
plattchen 

Aktivitat gegen Fibrin- 
gerinnsel 

Molekulargewicht der in der 
Fraktion enthaltenen Uroki- 
nase 

Aktivitat (gegeniiber dem 

AGLME-Substrat) , die dazu 

erforderlich 1st, im Ver- 

laufe von 1 St. ein aus- 

gehend von 1 ml Plasma 

gebildetes Gerinnsel zu 
losen 



_ UK I 

220 ml 

160 mg 

1/5 Mio CTA-Ein-I 
Tieiten 

1,5 Mio CTA-Ein- 
heiten 

0,5 Mio CTA-Ein-| 
heiten 

3 3 . OOO 



UK II 

280 ml 

375 mg 

16 Mio CTA-Ein 
heiten 

19 Mio CTA-Ein- 
heiten 

19 Mio CTA-Ein- 
heiten 

54 .OOO 



200 CTA-Ein— 
heiten 



80 CTA-Einheiten 



lO 



Beispiel 2 



Man aquilibriert eine mit Carboxymethyl-Sepharose (CM-Sepharo 
se CL 6 B) beschickte Saule (26 mm x lOO mm) mit einem 0.04m 
Ammoniumsulfatpuffer mit einem pH-Wert von 6,0. Dann tragt 
man die Urokinase mit einem n urchsat2 VQn 3Q ml/stunde 
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die Saule auf. Anschliefcend spiilt man die Saule mit dem 
0.04m Puffer mit einem pH-Wert von 6,0, bis der Abstrom kei- 
ne Proteine mehr enthalt. Dann entwickelt man die Saule unter 
Anwendung eines linearen Gradienten, den man unter Verwendung 
5 von zwei Behaltern bildet. von denen der erste 1 1 des 0,04m 

Ammoniumsulfatpuffers mit einem pH-Wert von 6,0 und der zwei- 
te 1 1 eines 0,25m Ammoniumsulf atpuf f ers mit einem pH-Wert 
von 6,0 enthalten. Der Saulenabstrom wird in Fraktionen von 
jeweils 18 ml aufgefangen. 

lO Die in der Fig. 2 dargestellten Kurven A und B verdeutlichen 

ebenso wie in dem Beispiel 1 die Proteinkonzentration (Kurve 
A) bzw. die Urokinaseaktivitat (Kurve B) der verschiedenen 
Fraktionen, deren Zahl auf der Abszissenachse aufgetragen i st . 



Die in der Fig. 2 angegebene Gerade C reprasentiert den 
niumsulfatgradienten, der als ■■ (NHj ) 2 so 4 -Molaritat » angegeben 



Ammo- 



ist 



Wie in Beispiel 1 lassen die in der Fig. 2 dargestellten Kur- 
ven erkennen, daB die Urokinaseaktivitat in zwei getrennten Frak 
tionen auftritt. 

20 Die Rohrchen 13 bis 22 werden vereinigt unter Bildung der 

Fraktion I, wahrend die Rohrchen 30 bis 48 zu der Fraktion 
II vereinigt werden. Die Rohrchen 23 bis 29, die 20 % der 
auf die Saule auf getragenen Aktivitat entsprechen, werden 
verworfen, wenngleich sie eine Mischung aus den Fraktionen 

25 I und II enthalten. 



Die Fraktionen I und II werden durch Ausfallung mit Ammoni 

sulfat (500 g/1) bei einem pH-Wert von 5 und Wiederauf losen 

des Niederschlags in der minimalen Menge destillierten Was- 
sers eingeengt. 



urn- 
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Die Analysenwerte der erhaltenen Fraktionen I und II sind 
in der nachstehenden Tabelle II zusammengestellt . • 



TABELLE II 



Vo lumen 

Aktivitat gegeniiber dem 
AGLME 

Aktivitat gegeniiber 
Fibrinplattchen 

Aktivitat gegeniiber 
Fibringerinnsel 

Proteingehalt 

Prozentsatz der auf die 
Saule abgeschiedenen 
Aktivitat 



Fraktion I 



Fraktion II 



198 ml 

9830 CTA-Ein- 
heiten/ml 

11870 CTA-Ein- 
heiten/ml 

3050 CTA-Ein - 
heiten/ml 

0 , 9 O mg/ml 
11 % 



472 ml 

25400 CTA-Einhei 
ten/ml 

42SOO CTA-Einhei. 
ten/ml 

31660 CTA-Einhei. 
ten/ml 

O , 6 mg/ml 

60 % 



lO 



15 



Urn eine Untersuchung des enzymatischen Verhaltens der in den 
Fraktionen I und II enthaltenen Urokinasen zu ermoglichen , 
wurden diese erganzenden Reinigungen unterzogen, die fur die 
beiden Fraktionen unter identischen Bedingungen erfolgten. 

Eine erste Reinigungsmethode besteht in einer Filtration 
iiber dem unter der Bezeichnung Ultrogel ACA 4/4 bekannten 
Gel, xvobei man jede dieser Fraktionen in einem 0,25m Ammo- 
niumsulfatpuffer mit einem pH-Wert von 5,0 lost. Die Filtra- 
tion erfolgt unter Verwendung einer Saule (5 cm x 1 m) , de- 
ren Abstrom in Fraktionen von 7 ml aufgefangen wird. Wie im 
vorhergehenden Fall vereinigt man jene eluierten Fraktionen, 
die die Urokinaseaktivitat enthalten. Die vereinigten Frak-' 
tionen werden in der nachstehenden Tabelle III als "Fraktion 
I A < " hzw * "Fraktion II " bezeichnet. 
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TAB^ T ,LE III 





Fraktion I 

A 


Fraktion II 

A 


Vo lumen 




123 ml 


lOO ml 


Aktivitat gegeniiber 
AGLME 


dem 


6830 CTA-Einhei- 
ten/ml 


33570 CTA-Einhei- 
ten/ml 


Aktivitat gegeniiber 
nogenplattchen 


Fibri— 


6510 CTA-Einhei- 
ten/ml 


35 lOO CTA-Einhei- 
ten/ml 


Aktivitat gegeniiber 
gerinnsel 


Fibrin- 


19 70 CTA-Einhei- 
t en/ml 


43950 CTA-Einhei- 
ten/ml 


Proteingehalt 




O , 06 mg/ml 


O, 35 mg/ml 



io 
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Eine noch starkere Reinigung erreicht man wie folgt durch 
Af f initatschromatographie . Man verwendet als Aff initatsmatrix 
ein raakromolekulares Material auf der Grundlage von Agarose, 
das Gruppen eines Urokinase inhibierenden Materials, namlich 
p-Aminobenzamidin, enthalt, die iiber kovalente Bindungen an 
das makromolekulare Material liber gerade Ketten aus Lysyl- 
succinyl-gruppen gebunden sind. Dann aquilibriert man eine 
mit der Aff initatsmatrix beschickte Saule (IO mm x 70 mm) mit 
einem 0,05m Tris-HCl-puf fer mit einem pH-Wert von 7,5 und 
0,5m NaCl. Die zu reinigende Urokinase wird in diesem Puffer 
gelost und dann auf -die Saule aufgetragen. Man spiilt die Sau- 
le mit dem gleichen Puffer und dann mit dem 0,5m Tris-KCl-puf- 
fer; lm NaCl, bis der Abstrom keine Proteine mehr enthalt. 
Die Urokinase wird dann mit einem 0,3m Glycin-HCl-puf f er mit 
einem pH-Wert von 3,5 eluiert und als Eluat aufbewahrt, das 
auch gefriergetrocknet werden kann . 



20 



Die Analysenwerte der erhaltenen Fraktionen I und II sind 
in der nachstehenden Tabelle IV zusammengestell t . 
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TARELLE IV 



Aktivitat gegen AGLME- 
Substrat (CTA-Einheiten/mg 
Proteine) 

Aktivitat gecen Fibrin- 
plattchen (CTA-Einheiten/ 
mg Proteine) 

Aktivitat gegen Fibrin- 
gerinnsel (CTA-Einheiten/ 
mg Protein) 



Fraktion I 



165. OOO 



B 



170,000 



54 . OOO 



Fraktion II 



104 . OOO 



128 . OOO 



126 . OOO 



B 



Die nachstehende Tabelle V enthalt die Ergebnisse der Be- 
stimmung der Urokinaseaktivitat der Fraktionen I und II 
foezuglich zwei Arten von Plasminogen. Die BestiiJLngen wur- 
den unter Anwendung der modif izierten Bestimmungsmethode 
von Ploug durchgef iihrt . 
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Aus der obigen Tabelle ist zu ersehen, daft die Aktivitat 
der Urokinase II gegenliber Glutamyl -plasminogen und gegen- 
iiber Lysyl-plasminogen praktisch die gleiche ist, Es ist fer- 
ner f estzuhalten, daft bei gleicher Dosierung die Urokinase I 
und die Urokinase II aquivalente Wirkungen gegeniiber Lysyl- 
plasminogen ausiiben. Schlieftlich ist f estzuhalten , daft drei 
CTA-Einheiten der Urokinase II gegenliber Glutamyl-plasmino- 
gen eine Wirkung gleicher Groftenordnung ausiiben, wie 7,5 
CTA-Einheiten Urokinase I. 

Gegenstand der Erfindung sind daher auch pharmazeutische Zu- 
bereitungen Oder Arzneimittel auf der Grundlage von Urokina- 
se II, die frei sind von Urokinase I und die die Urokinasen 
in Kombination mit ihre Verabreichung ermoglichenden Trager- 
materialien, Bindemitteln und/oder Hilfsstoffen enthalten. 
Vorzugsweise liegen sie in Form von sterilen isotonischen L6- 
sungen vor, die durch Injektion, Perfusion oder iiber Katheter 
in der unmittelbaren Nahe des oder der auf zulosenden Throm- 
ben verabreicht werden konnen. 

Beispielsweise kann man zur Behandlung von Lungenembolien 
die fur die thrombolytische Behandlung erf orderliche Menge 
Urokinase oder den "Bolus" entweder durch eine langsame All- 
gemeinperfusion oder durch eine direkte lokale Verabreichung 
in das Lungenarteriensystem mit Hilfe eines Katheters , ins- 
besondere eines Angiopneumographiekatheters , bewirken. 

Die Urokinase II kann unter Anwendung der folgenden Dosie- 
rungen verabreicht werden: 

Langsame Verabreichung durch Perfusion: durchschnittlich 
stundlich 75.000 bis 120. OOO im Mittelwert 112. OOO CTA-Ein- 
heiten Urokinase wahrend 24 Stunden ; 

in situ-Verabreichung eines Bolus im Kontakt mit dem Throm- 
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bus mit Hilfe eines Katheters : insbesondere 800.000 bis 
1.00O.OO0 CTA-Einheiten, die im Verlaufe von einigen 10 
Minuten gegeben werden. 
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